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^ (54) Title: USE OF 3 -METHOX Y-PREGNENOLONE IN THE PRODUCTION OF A MEDICAMENT FOR TREATING NEU- 
RODEGENERATIVE DISEASES 

O (54) Titre : UTILISATION DE LA 3 -METHOX Y-PREGNENOLONE POUR LA PREPARATION D'UN MEDICAMENT DES- 
TINE A TRAITER LES MALADIES NEURODEGENERATIVES 

V© 

— (57) Abstract: The invention relates to a novel use of derivatives of neurosteroids, particularly pregnenolone, for the treatment 
^1 of acute or chronic lesions of the nervous system, especially certain neurodegenerative diseases, related in particular to the ability 
^B^ thereof to stabilize and/or increase the polymerization of neuronal microtubules. 

(57) Abrege : Llnvention se rapport a une nouvelle utilisation de derives de neurosteroTdes, notamment de la pregnenolone, pour le 
traitement des ldsions aigues ou chroniques du systeme nerveux, en particulier certaines maladies neurodegeneratives, liee notam- 
ment a leur aptitude a stabiliser et/ou augmenter la polymerisation des microtubules neuronaux. 
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UTILISATION DE LA 3-METHOXY-PREGNENOLONE POUR LA 
PREPARATION D'UN MEDICAMENT DESTINE A TRAITER LES 
MALADIES NEURODEGENERATIVES 



L'invention se rapporte h une nouvelle utilisation de derives de 

5 neurosteroi'des, notamment de la pregnenolone, pour le traitement des 16sions aigues 
ou chroniques du systdme nerveux, en particulier certaines maladies 
neurodegeneratives, li6e notamment k leur aptitude a stabiliser et /ou augmenter la 
polymerisation des microtubules neuronaux. 

Une alteration du cytosquelette des neurones est observee dans la plupart 
1 0 des lesions du SNC et des maladies neurodegeneratives. Cette alteration peut etre la 
consequence mais aussi la cause d'une souffrance des cellules affectees. En effet, 
une depolym6risation des microtubules peut etre directement responsable du 
dysfonctionnement de certains neurones et entrainer leur mort. De plus, ces 
alterations affectent le nombre et la longueur des prolongements neuritiques des 

15 cellules neuronales restantes et par consequent diminue leur efficacite. Un 
traitement avec du NGF qui previent l'atrophie dendritique permet une meilleure 
recuperation fonctionnelle apres une lesion du cortex cerebral chez le rat (Kolb et 
al., Neuroscience 1996). La degradation du cytosquelette observee apr£s un 
traumatisme du SNC (Zhang et al., J Neuropathol exp Neurol 2000) ou un episode 

20 d'ischemie, resulte de nombreux facteurs, en particulier de T augmentation du 
glutamate et du Ca** intracellulaire qui entraine une depolymerisation des 
microtubules, et de Pactivation de proteases comme la Calpaine qui d6gradent 
MAP2. L'utilisation d'un inhibiteur de la calpaine (Schumacher et al, JNeurochem 
2000) et du relargage du glutamate (Springer et al., JNeurochem 1997) permet de 

25 diminuer les consequences d'un traumatisme m6dullaire chez Panimal en 
pr6servant partiellement le cytosquelette. 

La reparation des lesions r6capitule le developpement. L'existence de 
cellules souches dans certaines regions du systdme nerveux central est actuellement 
bien etablie. Les lesions stimulent la proliferation de ces cellules. Cependant ces 

30 cellules doivent migrer et se differencier. La differenciation implique au premier 
chef le developpement du cytosquelette. 

Les proteines MAP2 representent un des constituants majeurs des proteines 
associ6es aux microtubules neuronaux. Elles sont pr6sentes dans toutes les 
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extensions de ce qui constitue P arborisation dendritique d'un neurone, arborisation 
dont on connait rimportance pour Petablissement des connexions synaptiques 
(Matus, Microtubules 1994 ; Sanchez et al Prog.Neurobiol 2000). Les prolines 
MAP2 sont absolument requises pour la formation des dendrites comme le montrent 
5 les travaux d'auteurs qui, par la suppression de synthase de MAP2 ont provoqu6 
soit Parrdt de croissance neuritique dans des neurones en culture (Caceres et al, 
Neuron 1992) soit TarrSt de croissance dendritique chez des souris « knock out » 
pour le gdne MAP2 (Harada et al, J.CelLBioL 2002). La synthase des prot6ines 
MAP2 n'est pas a elle seule suffisante pom: induire ce processus de croissance 

10 dendritique. Certains st6roi"des comme Poestradiol ou la progesterone peuvent 
induire une augmentation de synthese de MAP2 (Reyna-Neyra et al, Brain Res. 
2002) sans induire de changements morphologiques spectaculaires. Par contre, 
certaines molecules se liant k MAP2 ont la propriete fort importante et originate de 
renforcer Pactivite de cette proteine, k savoir son role dans P activation du processus 

15 de polymerisation de la tubuline (Murakami et al, Proc Natl Acad Sci USA 2000) et 
Petablissement de structures microtubulaires d'une plus grande stability. 

II a 6t6 recemment montre que, aprds une ischemie c6r6brale, des cellules 
souches pouvaient se diffSrencier en neurones et s'integrer dans les circuits 
neuronaux existant (Nakatomi et al., Cell 2002). La stimulation de la croissance des 

20 neurites de ces cellules par des molecules am61iorant la polymerisation de la 
tubuline pourrait augmenter leur fonctionnalite. 

Malgr6 de nombreuses recherches, aucune cible spScifique autre que des 
MAPs, n'a ete identifi6e k Pheure actuelle pour la PREG. 

La proteine MAP2 est principalement presente dans les neurones. Les 

25 molecules se liant k MAP2 ont done pour cible les cellules nerveuses. Ainsi, il est 
probable qu'elles n'ont pas d'action notable sur les autres types cellulaires dans 
lesquelles la concentration de MAP2 est tr£s faible. 

Les etudes montrant un effet de la pregnenolone (PREG) in vivo sont peu 
30 nombreuses mais sont en faveur d'un r61e benefique de ce steroide. II a et6 montre 
que la PREG diminuait la reaction astrocytaire apr£s une lesion c6rebrale (Garcia- 
Estrada et al, Int J Devi Neuroscience 1999) et Paugmentation de la taille des 
astrocytes observee au cours du vieillissement (Legrand et Alonso, Brain Res 
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1998). Elle contribuait aussi k ameiiorer la recuperation fonctionnelle apr6s un 
traumatisme m6dullaire (Guth et al., Proc Natl Acad Sci USA 1994), La PREG 
protege des cellules issues d'une lign£e hippocampique (HT-22) d'une toxicity 
induite par le glutamate et la prot6ine beta amyloide (Gursoy et al.; Neurochem Res 
5 2001). 

La PREG est le pr6curseur de toirtes les hormones steroides. Leur synthase 
implique la conversion de la structure A5-3p-OH de la PREG en structure A4-3-c6to 
(assume par une enzyme d6nomm6e 3pHSD). La Demanderesse a bloque la 
structure A5-3P-OH pour empecher son m&abolisme et empecher 6galement la 

10 formation d* ester sulfate de PREG, molecule qui peut Stre neurotoxique k hautes 
concentrations. Ainsi, la Demanderesse a mis en evidence un compose, la 3- 
methoxy-pr6gn£nolone (3p-methoxy-pregna-5-ene-20-one, en abr6g6 3-methoxy- 
PREG), qui poss£de cette propriete et qui de plus est au moins aussi actif que la 
PREG. La stability m6tabolique de ce compose a 6t6 veriftee par spectrometrie de 

1 5 masse coupiee k la chromatographic gazeuse. 

La Demanderesse consid&re ainsi que Pinvention se rapporte k la 3- 
methoxy-PREG, mais aussi a toutes les molecules d6riv6es de la pregnenolone, 
portant une fonction 3-methoxy ou pr^sentant une fonction 3' pouvant etre 

20 convertie en 3-m6thyl-6ther). Ces molecules sont alors incapables de se convertir en 
metabolites pourvus d'activites progestatives (la progesterone est un metabolite 
directe de la PREG et, en plus de son activite hormonale, elle est un antagoniste de 
la PREG pour la polymerisation des microtubules), androgeniques, estrogeniques et 
glucocorticoides. Elles ne peuvent pas egalement se convertir en esters sulfates qui, 

25 k Pinstar du sulfate de PREG, pourraient avoir des effets neurotoxiques. 

Dans le cadre de la presente invention, la Demanderesse a mis en evidence 
le fait que la 3-methoxy-PREG, ou d'autres molecules selon Pinvention peuvent 
jouer un role majeur dans la polymerisation et/ou la stabilisation des microtubules, 
et pr6sente des activit6s tout k fait remarquables, pour le traitement de pathologies 

30 liees au syst&ne nerveux. 

Par "pathologies liees au systdme nerveux", on entend les pathologies liees 
au systdme nerveux central ou peripherique, particulierement celles dans lesquelles 
les microtubules neurocellulaires sont affectes. 
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La 3-m6thoxy-PREG presente la forraule suivante 



CH, 



CH3O 




5 Ainsi, Tinvention se rapporte k ^utilisation de la 3-methoxy-PREG ou d'une 

molecule d6riv6e de la pregnenolone portant une fonction 3-m6thoxy et incapable 
de se convertir en metabolite ou esters sulfate de pregnenolone, pour la preparation 
d'un medicament destine k stimuler la polymerisation et/ou la stabilisation des 
microtubules pour traiter une 16sion aigue ou . chronique ou une maladie 

1 0 degenerative du systeme nerveux, ladite molecule presentant la formule gen6rale I : 



CH3O 




<>R2 



dans laquelle : 




15 



represente " ou 
Rl = -CO- ; -CH(OH)- ou -CH(0-COCH 3 ) 
R2 = H ou CHCI2, 
R3 = H ou CH 3 , ou 
R2 et R3 forment ensemble un cycle : 
b .. b 




JoCHj » ;:o 



ou 
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Dans un mode de realisation pref6r6, ladite molecule est la 3-methoxy- 
PREG (3p-methoxy-pregna-5-dne-20-one). 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p— methoxy- 
pr6gna-5-dne-20-one-l 7-a-dichloromethyl. 
5 Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-m6thoxy-5a- 

pregnane-20-one. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy- 
5a-pregnane-20p-ol. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-m6thoxy- 
10 PREG-16a-methyl. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p— m6thoxy- 
PREG-16p-methyL 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy- 
pregna-5, 1 4-diene-20-one, 
15 Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p— methoxy- 

PREG- 1 6a, 1 7a-epoxy. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p— m6thoxy- 
PREG-16o, 17a-methylene. 

Dans un autre mode de realisation, ladite mol6cule est la 3p-methoxy- 
20 Pregna-5-ene-3p,20p-diol-20-acetate. 

Dans un autre mode de realisation, ladite molecule est la 3p-methoxy- 
5a-pr6gnane-20-one-16a-methyl. 

La 3-methoxy-PREG peut, dans le cadre de la presente invention etre 
25 utilisee pour preparer un medicament utile pour le traitement d'autres syndromes 
comme le ralentissement mental et la perte de concentration, la douleur incluant, la 
douleur aigue, la douleur post-operatoire, la douleur chronique, la douleur 
nociceptive, la douleur neuropathique, les syndromes de douleur psychogeniques, la 
douleur associ6e aux neuropathies peripheriques, certains etats psychiatriques 
30 (notamment les 6tats depressifs), des episodes dissociatifs incluant Tamnesie 
dissociative, la fugue dissociative et le desordre d'identite dissociatif, d'autres 
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maladies neurodegeneratives comme la maladie de Parkinson, la maladie 
d'Huntington, les maladies liees aux prions, la Sclerose LatSrale Amyotrophique 
(SLA), la sclerose en plaques. 

D'une fa9on g6n6rale, on utilise la 3-m6thoxy-PREG ou la molecule deriv6e 
5 selon Pinvention pour le traitement de toute maladie pour laquelle une 
polymerisation et/ou une stabilisation accrue des microtubules est recherch6e ou 
b6n6fique. 

Dans un mode de realisation pr6f<£r6 selon l'invention, ladite maladie est 
choisie dans le groupe constitue de la maladie d' Alzheimer, la maladie de 
1 0 Parkinson, la perte de m&noire induite par Page, la perte de memoire induite par la 
prise de substances, une 16sion traumatique, une 16sion cerebrale, une 16sion de la 
moelle epini&re, en particulier une compression medullaire, Pischemie, la douleur, 
notamment la douleur n6vritique, la d6g6n6rescence nerveuse, et la sclerose en 
plaques. 

1 5 Dans un mode de realisation pr6f6r6, et notamment pour le traitement des 

maladies U6es k un derdglement du systeme nerveux central, ledit medicament 
comprend 6galement un excipient ou un compost permettant de formuler ladite 3- 
methoxy-PREG pour permettre une meilleure travers6e de la barridre h&nato- 
enc6phalique. Un tel excipient ou compose peut aussi permettre une traversee plus 
20 rapide ou plus durable de ladite barridre h6mato-enc6phalique. 

Un tel excipient ou compose peut Stre un peptide, tels les peptides d6crits 
dans la demande WO 00/32236, ou de la 2-pyrrolidone. 

Les compositions pharmaceutiques utilises dans Finvention peuvent €tre 
administr6es par n'importe quelle voie d'administration incluant, mais sans se 
25 limiter, la voie orale, intraveineuse, intramusculaire, intra art6rielle, intra medullaire 
intra ventriculaire, transdermique, sous-cutanee, intra p6riton6ale, intra nasale, 
ent6rale, topique, sublinguale, ou rectale. 

On peut envisager un traitement continu ou h long terme directement 
effectu6 par Finterm6diaire du liquide c6r£bro-spinal en utilisant une pompe 
30 implant6e dans Tespace sub-arachnoidien du cerveau ou de la moelle 6pini6re. Un 
tel implant pourrait contenir une solution concentre de 3-m6thoxy-PREG (par 
exemple de risopropyl-beta-cyclodextrine dilute avec du liquide c6phalo-rachidien 
artificiel) 
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De plus, la 3 -m6thoxy-PREG peut etre administrSe avec d'autres composes 
d'agents biologLquement actifs (par exemple des tensioactife, des excipients, des 
transporteurs, des diluants et/ou des v&ricules phannaceutiquement acceptables). 
Ces composes sont bien connus de Fhomme du metier. On peut trouver des d6tails 
5 sur ces produits dans la dernidre edition de Remington's Pharmaceutical Sciences 
(Maack Publishing Co., Easton, Pa.). 

Dans les compositions phannaceutiques de la pr&ente invention pour 
F administration orale, sublinguale, sous-cutanee, intramusculaire, intraveineuse, 
transdennique, locale ou rectale, Fingr6dient actif (3 -m6thoxy-PREG ou molecule 

10 d6riv6e) peut etre administrS sous formes unitaires d' administration, en melange 
avec des supports phannaceutiques classiques, applicables aux animaux ou aux 
etres humains. Les formes unitaires d' administration appropries comprennent les 
formes par voie orale telles que les comprim6s, les comprim6s enrobes, les dragees, 
les g61ules et capsules de gelatine molle, les poudres, les granules et les solutions ou 

15 suspensions orales, les formes d' administration sublinguale et buccale, les formes 
d'administration sous-cutan6e, intramusculaire, intraveineuse, intra nasale ou 
intraoculaire et les formes d* administration rectale. 

Les compositions phannaceutiques peuvent 6galement contenir des 
conservateurs, solubilisants, stabilisants, agents mouillants, Smulsifiants, 

20 Sdulcorants, colorants, aromes, des sels destines h modifier la pression osmotique, 
des tampons, des correcteurs de gofit ou des antioxydants. Elles peuvent 6galement 
contenir d'autres substances th6rapeutiquement actives. 

Ainsi, les compositions phannaceutiques selon Finvention peuvent 
Sgalement contenir d'autres agents neuroprotecteurs, notamment, des composes qui 

25 augmentent la r6g6n6ration neuronale. De tels agents peuvent etre en particulier 
choisis parmi les facteurs de croissance des neurones comme les facteurs de 
croissance des fibroblastes (FGF), acide ou basique, FGF-3, FGF-4, FGF-6, ou le 
facteur de croissance des k6ratinocytes (KGF). On peut 6galement envisager Fajout 
d'un agent neuroprotecteur tel le facteur de croissance nerveux (NGF), le facteur 

30 neurotrophique d6riv6 du cerveau (BDNF), la neurotrophine 3 ou 4, le TGF-beta.l, 
les interleukines, les facteurs de croissance d6riv6s de Finsuline (IGFs). 

On peut aussi utiliser tout autre type d'agents th6rapeutiques antioxydants. 
et neuroprotecteurs, notamment les inhibiteurs du glutamate. 



WO 2004/067010 



PCT/FR2004/000086 



Lorsque Ton pr6pare une composition solide sous forme de comprimes, on 
melange Pingr6dient actif principal avec un v6hicule pharmaceutique tel que la 
gelatine, Pamidon, le lactose, Pacide stearique ou le st6arate de magnesium, le talc, 
la gomme arabique ou analogues. On peut enrober les comprimes de saccharose ou 
5 d'autres matidres appropri6es ou encore on peut les traiter de telle sorte qu'ils aient 
une activit6 prolong6e ou retard6e et qu'ils liberent d'une fa9on continue une 
quantity pr6d6termin6e de principe actif. 

On obtient une preparation en gflules en m&angeant Pingr6dient actif avec 
un diluant et en versant le m61ange obtenu dans des g61ules molles ou dures, avec 
10 comme excipient des huiles vegetales, des tires, des graisses, des polyols semi- 
solides ou liquides etc. . . 

Une preparation sous forme de sirop ou d'61ixir peut contenir Pingr6dient 
actif conjointement avec un edulcorant, un antiseptique, ainsi qu'un agent dormant 
du gofrt et un colorant appropri6. On utilise des excipients tels Peau, les polyols, le 
1 5 saccharose, le sucre inverti, le glucose. . . 

Les poudres ou les granules dispersibles dans Peau peuvent contenir 
Pingr6dient actif en melange avec des agents de dispersion ou des agents 
mouillants, ou des agents de mise en suspension, de meme qu'avec des correcteurs 
du goflt ou des edulcorants. 
20 Pour une administration rectale, on recourt k des suppositoires qui sont 

pr6par6s avec des Hants fondant k la temp6rature rectale, par exemple du beurre de 
cacao ou des polyols semi-solides ou liquides tels les poly-6thyl6ne-glycols, des 
tires, des huiles naturelles ou hydrog6nees, des graisses. . . 

Pour une administration parent6rale, intranasale ou intraoculaire, on utilise 
25 des suspensions aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des solutions st&iles 
et injectables qui contiennent des agents de dispersion et/ou des agents mouillants 
pharmacologiquement compatibles. On peut utiliser, comme excipient, Peau, des 
alcools, des polyols, le glycerol, des huiles v£g6tales. . . 

Le principe actif peut Stre formula 6galement sous forme de microcapsules, 
30 6ventuellement avec un ou plusieurs supports additifs. 

Pour le traitement de la douleur, la voie d'application topique est la voie 
d'administration pr6f6r6e. Iti, les compositions selon Pinventioh peuvent Stre 
pr6sent6es sous forme dhin gel, d'une pate, d'un onguent, d'une cr6me, d'une 
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lotion, d'une suspension liquide aqueuse, aqueuse-alcool, d'une solution huileuse, 
d'une dispersion du type lotion ou serum, d'un gel anhydre ou lipophile, ou d'une 
emulsion de consistance liquide ou semi-solide de type lait, obtenue en dispersant 
une phase grasse dans une phase aqueuse ou vice versa, ou de suspensions ou les 
5 emulsions de coherence(consistance) douce, semi-solide de la cr&ne ou le type de 
gel, ou alternativement de micro6mulsions, de microcapsules, de microparticules ou 
de dispersions vesiculates au type ionique et-ou nonionique. Ces compositions sont 
pr6par6es selon des methodes standard. 

De plus, un tensioactif peut etre inclus dans la composition afin de permettre 

1 0 une penetration plus profonde de la 3-methoxy-PREG. 

Parmi les ingredients envisages, Tinvention comprend les agents permettant 
une augmentation de penetration choisis par exemple dans le groupe consistant en 
Phuile min6rale, l'ethanol, la triacetine, la glycerine et le glycol de propylene; des 
agents de cohesion sont choisis par exemple dans le groupe consistent en le 

15 polyisobutylene, P acetate de polyvinyle, Palcool de polyvinyle et les agents 
d f 6paississement. 

Ainsi, dans un mode de realisation prefere selon l'invention, ledit 
medicament se pr6sente sous forme injectable. 

Dans un autre mode de realisation prefere selon Tinvention, ledit 
20 medicament se presente sous forme permettant une prise orale. 

D'une maniere pr6feree, ledit medicament comprend une quantite efficace 
de 3-methoxy-PREG, en particulier comprise entre 50 et 2500 mg par voie 
parenterals 

Ledit medicament comprend preferentiellement une quantite efficace de 3- 
25 methoxy-PREG ou de molecule deriv6e de la pregnenolone presentant une fonction 
3-methoxy, telle que la quantite administree au patient soit comprise entre 1 et 100 
mg / kg. 

Une quantite efficace de 3 -methoxy-PREG est une quantite qui permet, au 
sens de la presente invention, la stabilisation et/ou polymerisation des microtubules 
30 apr£s administration k Vhdto. Ainsi, l'administration d'une quantite efficace de 3- 
methoxy-PREG aboutit h Tameiioration ou Teiimination de la maladie. La quantite 
de 3-methoxy-PREG administree h Vhote variera en fonction de facteurs, y compris 
la taille, F&ge, le poids, la sante generate, le sexe, le regime alimentaire et le 
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moment de P administration, la duree ou les particularity de la maladie associSe k la 
d6polym6risation/d6stabilisation des microtubules. Par exemple, le dosage devra 
r6aliser, au niveau du site d' action, une concentration de Pordre de 0,5 k 100 jjM. 
Lajustement des doses est bien connu de Phomme du metier. 
5 L'invention se rapporte done k une utilisation therapeutique de la 3- 

methoxy-PREG. L'invention se rapporte done k ce compose en tant que 
medicament 

Une composition phaimaceutique, comprenant de la 3-methoxy-PREG, ou 
un compose derive de la pregnenolone ayant une fonction 3-methoxy de formule 

10 g&ierale I, en tant que principe actif, et un excipient pharmaceutiquement 
acceptable, est egalement un objet de l'invention. 

La Demanderesse a mis en Evidence Pactivite de la 3-methoxy-PREG pour 
stabiliser et/ou induire la polymerisation des microtubules d'une cellule. 

Ainsi, d'une fa^on plus generale, l'invention se rapporte k une methode pour 

1 5 augmenter la stabilisation et/ou induire la polymerisation des microtubules dans une 
cellule comprenant Petape d'exposer ladite cellule en presence de 3-m6thoxy- 
PREG, k une concentration d'environ 0,5 & 100 pM, de preference 0,5 k 50 jjM. La 
polymerisation des microtubules peut Stre indiqu£e et rep6r6e par un immuno- 
marquage de la proteine MAP2 associ6e k ces microtubules. De fa?on preferee, 

20 cette methode est mise en oeuvre in vitro, mais peut Stre mise en oeuvre in vivo, ou 
ex vivo (sur des cellules isol£es d'un patient, traitees in vitro et r£inject6es) dans 
certains cas. 

L'invention se rapporte egalement k une methode pour augmenter la pousse 
des neurites dans une cellule comprenant petape d'exposer ladite cellule en 

25 presence de 3-methoxy-PREG, a une concentration d'environ 0,5 k 50 jjM. Cette 
m6thode est egalement mise en oeuvre in vitro de fa9on pr6fer6e, sans exclure 
d'autres modes de mise en oeuvre si besoin est 

L'invention a egalement pour objet une methode pour r6duire la 
depolymerisation des microtubules et/ou la retractation des neurites dans une 

30 cellule, comprenant Petape d'exposer ladite cellule en presence de 3-methoxy- 
PREG, k une concentration d'environ 0,5 k 50 jiM. Cette methode est egalement 
mise en oeuvre in vitro de fapon prefer6e, sans exclure d'autres modes de mise en 
oeuvre si besoin est 



WO 2004/067010 



11 



PCT/FR2004/000086 



L'invention se rapporte aussi k une methode pour le traitement et/ou la 
prevention d'une maladie induite ou accompagnee par une d6polymerisation des 
microtubules chez un patient comprenant P6tape d' administration d'une quantity 
efficace de 3 -m6thoxy-PREG audit patient, ou k une methode pour le traitement 
5 et/ou la prevention d'une maladie ou d'une lesion neurodegenerative chez un 
patient comprenant l'6tape d' administration d'une quantite efficace de 3-m6thoxy- 
PREG audit patient 

Enfin, une methode pour le traitement d'un patient apres compression ou 
traumatisme medullaire comprenant 1' etape d'administration d'une quantite efficace 
10 de 3-methoxy-PREG audit patient, est egalement objet de l'invention. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

Figure 1 : Cinetique de polymerisation des microtubules in vitro: effets de la PREG 
(pregnenolone) et de la molecule 43B (3-methoxy-PREG). Un melange de MAP2 et 

15 de tubuline purifiees est effectu6 en presence de GTP a 4°C dans une cuvette de 
spectrophotometre. La polymerisation est induite par chauffage k 37°C et suivie par 
T augmentation de densite optique (DO) indicatrice de la quantite de polymeres 
formes. En presence de PREG et de la molecule 43B, le temps de latence est 
diminu6 alors que la vitesse de polymerisation et la quantite de microtubxdes sont 

20 nettement augmentees comparativement k la cinetique temoin (control) en presence 
de solvant seul. 

Figure 2 : EfFet de la PREG et de la 3-methoxy-PREG (43B) sur la longueur 
moyenne des neurites des cellules PC12. Les cellules PC12 ont ete cultivees 
pendant 3 jours en presence de NGF (10 ng/ml) avec ou sans (temoin) addition des 
25 molecules PREG ou 43B (30jxM). Chaque molecule a ete testee sur trois puits de 
culture. Les mesures ont ete effectuees l'aide du logiciel Scion Image sur 200 
cellules par puit 

Figure 3 : Relation dose-effet de la molecule 43B sur la longueur moyenne des 
neurites des cellules PC12. Les cellules PC12 ont ete cultivees en presence de NGF 
30 (10 ng/ml) et de concentrations croissantes de 3-methoxy-PREG (43B). La longueur 
des neurites a ete mesuree sur 200 cellules par puit apr£s 2, 5 et 8 jours de culture. 
Figure 4 : Immuno-marquage de MAP2 associe aux microtubules des cellules PC- 
12 trait6es avec PREG ou 3-methoxy-PREG. Les cellules PC12 ont 6te cultivees en 
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pr&ence de NGF (10 ng/ml) et de PREG ou 3-m6thoxy-PREG (20 |jM). Elles ont 
6t6 fix6es et exposfes k des anticorps anti-MAP2 qui visualisent exclusivement 
MAP2 assoctee aux microtubules. 

Figure 5 : Retraction des neurites induite par le nocodazole. AprSs 7 jours de culture 
5 en presence de NGF (10 ng/ml), les cellules ont 6t6 pr6trait6es pendant une heure 
avec la PREG (30pM) ou 43B (30pM), puis exposes au nocodazole pendant 15 
mm. (colonnes blanches : solvant DMSO seul ; colonnes grises: Nocodazole). 
Figure 6: T oxicit6 de Pacide okadaique. Protection par les st^roides. 
Les cellules de neuroblastome humain SH SY5Y ont 6t6 cultivees pendant 24 

1 0 heures en presence d' acide okadaique seul ou associe k des concentrations 

croissantes de PREG ou de 3 -methoxy-PREG. La mortality cellulaire a 6t6 indiquee 
par la liberation de lactate dehydrogenase (LDH) dans le milieu de culture. 
Figure 7 : Effet de la molecule 43B sur la r6cup6ration locomotrice des rats aprds 
une compression m6dullaire. La locomotion des animaux a 6t6 6valu6e en aveugle 

15 dans Pintervalle 1-28 jours aprSs P operation par le score BBB qui lvalue le degr6 
des paralysies (il est d'autant plus 61ev6 que la recuperation est meilleure). 
Signification statistique : * : pO.OOl ; ** : p<0.0001 
Figure 8 : Effet de la mol6cule 43B sur ^incoordination motrice de souris 
transg6niques exprimant Pisoforme la plus longue de la proteine tau humaine dans 

20 leurs neurones. 

L'incoordination motrice a 6t6 6valu6e en aveugle pendant 12 semaines aprds 
insertion sous-cutanee d' implant vide ou cbntenant soit de la PREG soit de la 3- 
m6thoxy-PREG (43 B). La vitesse maximum de rotation du tambour de Rotarod 
avant la chute est une mesure de la coordination motrice (elle est d'autant plus 

25 grande que P effet du traitement est meilleur). 

Figure 9 : Cin6tique d' apparition de la 3-m6thoxy-PREG (43B) dans le cerveau et la 
moelle epiniere des rats apres une injection sous cutan6e (12mg/kg) de 43B en 
solution dans de Phuile de s6same. 

30 

Les exemples qui suivent sont destin6s k illustrer Pinvention. 
EXEMPLES 

Exemple 1 ; synthase de la 3-m6thoxv-PREG 



WO 2004/067010 



PCT/FR2004/000086 



13 

10 g (52 mmol) de p-toluenesulfonyl chloride sont ajout6s k une solution de 
5g (15,8 mmol) de pregnenolone dans 30 ml de pyridine. 1/ ensemble est laiss6 sous 
agitation pendant 14 heures, puis verse dans 100 ml d'eau distiliee. Apres 
refroidissement du milieu r6actionnel k 0°C, Tensemble est filtre et le solide blanc 
5 obtenu est s6ch6 sous vide pour fournir 7,4 g (98%) de tosylate de pregnenolone. 

Les 7,4 g de tosylate de pregnenolone sont port6s au reflux du methanol (50 
ml) pendant 4 heures. Apr6s refroidissement et Evaporation du solvant, le brut 
r6actionnel est repris dans 100 ml d'ethyle et lave 3 fois avec 100 ml d'une solution 
10 % de bicarbonate de sodium. Aprds s6chage de la phase organique sur Na2SC>4, 
10 celle-ci est 6vapor6e k sec sous pression reduite pour fournir 5,2g (100%) de 3- 
m6thoxy-PREG sous forme d'une poudre blanche. 

Une nouvelle synthase de 3-methoxy-PREG a 6t6 r6alis6e a T6chelle du 
kilogramme. La purete du produit final a 6t6 confirmee par RMN et 6tait sup6rieure 
k 97,5 %, avec un seul contaminant mineur facilement separable par HPLC. 
1 5 La pregnenolone peut etre obtenue k bas prix de sources commerciales. 

Exemple 2 ; Test d'activite de la 3-methoxv-PREG. Comparaison avec la 
PREG 

Ce test mesure in vitro Teffet de molecules sur la polymerisation des 
20 microtubules induite par MAP2. Cette polymerisation se produit quand des 
proteines MAP2 et de la tubuline sont meiangees k des concentrations adequates en 
presence de GTP. Elle s'accompagne d'une augmentation de la densite optique 
mesuree k 345 nm pendant 15 a 30 minutes avec un spectrophotometre UNICON 
thennostate k 37°C (figure 1). 
25 On voit que la molecule 43B, correspondant k la 3-methoxy-PREG, active la 

polymerisation des microtubules comme la pregnenolone (PREG). D'autres 
molecules, comme la progesterone et le sulfate de pregnenolone, ne la stimulent pas 
mais sont antagonistes de la PREG (non montre). 

30 Exemple 3 : modules cellulaires 

Effet des molecules sur la croissance neuritique 

Pour tester Peffet sur la croissance neuritique de molecules selectionnees, 
nous avons utilise dans un premier temps la lign6e PCI 2 qui est employee depuis 
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longtemps pour de nombreuses recherches en neurobiologie. Les cellules de cette 
lignfe, issue d'un pheochromocytome de rat, forment, en presence de NGF (Nerve 
Growth Factor, facteur de croissance nerveux), des prolongements neuritiques 
contenant des microtubules auxquels sont associees des MAPs. La croissance de ces 
5 prolongements est stimul6e par Paddition de PREG. En pr6sence de PREG [30pM], 
P augmentation de la longueur moyenne des neurites aprds 4 jours de culture atteint 
60%. Le screening d'autres steroides naturels ou synth&iques de synthase a permis 
de s61ectionner plusieurs molecules pr6sentant des effets sup&rieurs a ceux de la 
PREG (Figure 2). En particulier, T addition de la mol6cule 43B, qui peut etre 
1 0 facilement synth6tis6e a partir de la PREG, entraine une augmentation spectaculaire 
(pouvant atteindre 500%) de la longueur des neurites form6s en presence de NGF 
(Figure 3). Cette croissance de neurites accompagne la stimulation par 43-B de 
F association de MAP2 aux microtubules Figure 4). 

1 5 Effet des steroides sur la resistance des microtubules au nocodazole 

Le nocodazole est un agent depolymerisant des microtubules. Son addition h 
des cultures de cellules PC12, cfiff<§renci6es en presence de NGF, entraine une 
retraction des neurites resultant de la dSpolymerisation de leurs microtubules. Le 
pretraitement des cellules par la PREG ou par 43B rend les neurites r6sistants au 

20 nocodazole, en raison d'une augmentation de la stability des microtubules, 
condition n6cessaire h la formation de longs neurites. (Figure 5). 

Effet des steroides sur la cyto-toxicite de Vacide okadaique 

25 L'acide okadaique est un inhibiteur des phosphatases de prot6ines. Or Phyper- 
phosphorylation de la proteine tau est impliqu6e dans la depolym&isation des 
microtubules et dans la mort des cellules du neuroblastome humain SH SY5Y. 
L' exposition de cultures de cellules SY5Y k Facide okadaique entraine 
effectivement une importante mortality cellulaire. Celle-ci est diminu6e par 

30 Paddition simultan6e de PREG et bien plus fortement par celle de 3-m6thoxy- 
PREG (43 B) (figure 6). 

Exemple 4 : Tests de toxicity 
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Toxicite cellulaire 

Les tests de toxicite cellulaire sont realises en routine sur la lign6e cellulaire 
PC12. Les premiers r6sultats obtenus montrent que la PREG et le 43B ne pr&entent 
pas de toxicite k des concentrations allant jusqu'i leur limite de solubility (environ 
5 50|iM). 

Toxicite in vivo 

L'injection journalise pendant 1 mois de 48mg/kg de 43B (soit 4 fois la 
dose active dans les traumatismes m6dullaires) n'a affecte ni le poids moyen ni le 
comportement des rats. 

10 

Exemple 5 : Experiences in vivo - Traumatismes medullaires 

Modele de contusion medullaire 

Pour determiner les effets neuroprotecteurs des molecules testees, un module 
de compression medullaire est utilise. Ce module entraine une paralysie totale des 

1 5 animaux les premiers jours suivant Topdration. Cette periode de paralysie est suivie 
d\ine phase d'environ trois semaines pendant laquelle les animaux r£cup£rent 
partiellement leur fonction motrice. Uetude de cette recuperation k Taide d'un test 
fonctioimel simple et pr6cis reposant svir Tobservation des animaux (BBB score) 
permet d f 6tudier la vitesse et le degr6 de recuperation des animaux avec ou sans 

20 traitement 

Deux groupes de rats ont subi une compression medullaire. Les animaux ont 
ensuite re9U pendant 2 semaines, une injection sous-cutari6e quotidienne contenant, 
soit de l'huile de sesame seule (groupe temoin, n=20), soit de l'huile de s6same 
contenant la molecule 43B (groupe 43B, n=20 ; 12mg/kg/jour). La premiere 

25 injection a et6 effectu6e 5 min aprfes la compression medullaire. La locomotion des 
animaux a ete 6valu6e en aveugle 1, 4, 7, 14, 21 et 28 jours apres l'operation par le 
score BBB. Trois animaux ont dft 6tre exclus de l'etude dans chaque groupe. 
L'analyse statistique des r£sultats par le test non param6trique de Mann-Whitney 
montre que les animaux trait£s avec 43B pr6sentent des r6sultats tr£s 

30 significativement superieurs aux animaux temoins d&s le septieme jour apr£s 
^operation (Figure 7). 

Exemple 6 ; Experiences in vivo — Ischemie cerehrale 
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Deux modules d'ischemie c6r6brale chez le rat ont 6t6 developp6s. 

Le premier est un module d'ischemie focale permanente ou traositoire de 
Tartdre cer6brale moyenne par electrocoagulation ou clampage (Evaluation de la 
neuroprotection par quantification du volume de la zone les6e). 
5 Le deuxidme est un modele d'isch6mie c6r6brale globale et transitoire. Ce 

module est r6alis6 chez le rat en 61ectrocoagulant et sectionnant les art^res 
vertebrales puis en clampant les arteres carotides pendant une duree de 15 min 
(Evaluation de la neuroprotection et de F augmentation de la plasticity c6r6brale par 
quantification de la perte neuronale dans la zone CA1 de rhippocampe et par des 
1 0 tests de memoire). 

Exemple 7 : Experiences in vivo — Modele de maladie neurodegenerative de 
type Alzheimer (souris transgEnigues) 

Afin d'Evaluer le potentiel th&rapeutique de 43B pour le traitement des 
15 maladies neurodegeneratives de type Alzheimer, on peut utiliser une lignee 

homozygote de souris transgSniques, telles les souris decrites par Gotz, (EMBO J. 

1995;14(7):1304-13). 

Ces souris expriment Fisoforme humaine la plus longue de la prot6ine tau. 

Elles prSsentent des symptomes de dysfonctionnement neurologique qui se 
20 traduisent par une faiblesse musculaire et une diminution de la coordination motrice 

corretees histologiquement k Fapparition de neurites anormaux et de prolines tau 

hyperphosphorylSes comme dans la maladie d' Alzheimer. Cette phosphorylation 

pathologique diminue FafSnitS de tau pour les microtubules et favorise son 

agr6gation. 

25 En traitant ces souris avec des molecules qui augmentent la stabilite des 

microtubules, on cherche k augmenter la proportion de proteine tau associ6e aux 
microtubules et de retarder ainsi Fapparition des symptomes. 

Un 61evage de ces souris a 6t6 entrepris k Bicetre et un g6notypage a permis 
de s61ectiouner les souris homozygotes pour le transgene. A F&ge de 21± 3 jours, 3 

30 groupes de 10 souris ont 6t6 constitu6s, recevant respectivement en sous-cutan6 un 
implant vide, un implant de PREG ou un implant de 3-m6thoxy-PREG. Ces 
implants libdrent 0,38 mg de st6roide par jour pendant 90 jours. 
La progression de Fincoordination motrice a 6t6 suivie par des tests r6p6t6s sur 
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Rotarod. Seule la 3 -methoxy-PREG aeuun effet b6n6fique srur les troubles moteurs 
(Figure 8). 

5 Exemple 8 : Experiences in vivo — Performance mnfeiflue 

Deficit mnesique induit par la colchicine 

La colchicine, une substance qui d6polym6rise les microtubules sans bloquer 
la synthase proteique, est inject6e h des doses faibles qui n'induisent pas de mort 
neuronal dans Phippocampe de rat. Ces injections entrainent un deficit 
10 d'apprentissage resultant d'une d6polymerisation durable des microtubules. 
L'objectif est de tester Peffet des molecules stabilisatrices des microtubules sur les 
deficits mnesiques et les lesions histologiques de Phippocampe induits par la 
colchicine. 

Deficit mnesiques au cours du vieillissement 
15 Les etudes sur le vieillissement sont realis6es sur des rats ages pr6sentant 

des deficits mnesiques. L'objectif de cette experimentation est de pallier ces deficits 

par un traitement chronique avec nos molecules. 

Les experiences de m&noire en deux 6tapes sont basees sur Texploration 

spontan^e de la nouveaute et adaptdes des experiences decrites par Dellu et al. 
20 . (1992, Brain Res., 588, 132-9) et Ladurelle et al. (2000, Brain Res., 858, 371-9). 

Les enseignements techniques de ces deux publications concernant les tests de 

m6moire spatiale utilisant des labyrinthes sont inclus par reference k la pr£sente 

demande. 

25 Exemple 9 ; Pharmacocineticme 

La pharmacocinetique des molecules testes in vivo est reaHsee par des 
dosages effectu6s par chromatographic en phase gazeuse coupiee k la spectrometrie 
de masse (GCMS) 

Une 6tude a 6t6 r6alis6e avec la PREG et la molecule 43B. Son principal 
30 objectif etait de demontrer que la molecule 43B passait la barri^re hemato- 
enc6phalique. 

On a injecte les rats soit avec la PREG, soit avec 43B dilu6es dans de Phuile 
de sesame et dos6 par GCMS la quantite de PREG ou de 43B dans diff6rents 
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organes lh, 4h ,8h et 24h aprds Tinjection (12mg/kg dans 0.5ml d'huile de s6same ; 
injection en sous~cutan6e). 

Les r&ultats pr6sent6s figure 9 montrent que la molecule 43B p6n6tre 
rapidement dans la moelle 6pini£re et le cerveau des rats injectes, et tend k s'y 
5 accumuler. 

Ces resultats obtenus in vitro et in vivo montrent bien que la molecule 43B 
(3-m6thoxy-PREG) donne des r6sultats spectaculaires sur la croissance des neurites 
en culture et sur le module de compression m6dullaire. 

10 

Exemple 10 : autres molecules selon Finvention 

Les indices de liaison et d' activity sont exprimes en % par rapport k la 

PREG. 

La liaison (affinite) est mesur6e par ddplacement de la PREG- 3 H. 
1 5 L' activity est mesur^e par l'augmentation de density optique k 345nm d'un 

melange de tubuline et de MAP2 purifiees, incubSes a 37°C en presence de GTP. 

La stimulation de la pousse neuritique est effectu6e sur les cellules PC12 
diff&renctees en presence de NGF lOng/ml et du stSroi'de k tester 30 jjM pendant 3 
jours. Pour chaque condition, la longueur moyenne de 200 neurites, le plus long de 
20 chaque cellule, est mesuree sur 3 cultures simultanSes. 



Les r6sultats sont repr6sent6s par 1, 2 ou 3 + selon que la stimulation est 
infSrieure, egale ou sup&ieure k celle produite par la PREG. 



Stiro'ide 


Affinitf 


Activite 


Pousse 
neuritique 










Pregnenolone (PREG) 


100 


100 


++ 


3/3-methoxy-pregna-5-ene-20-one 


100 


100 


+++ 


3P-methoxy-pregna-5-ene-20-one- 
1 7a-dichloromethyl 


53 


113 


+++ 


3j3-methoxy-5a-pregnane-20-one 


87 


10 


+-H- 


3p-methoxy-5a-pregnane—20f3-ol 


65 


65 


++ 


PREG-16a-methyl 


80 


70 


++ 


PREG-16p-™ithyl 


63 


67 


(++) 


3fi-hydroxy-prSgna?$, 14-diene- 
20-one 


102 


50 


+ 
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PREG-16a, 1 7a~epoxy 


41 


54 


+ 


PREG-160, 1 7a-methylene 


62 


49 




Pregna-5-ene-3f$,20p-diol-20- 
acetate 


60 


108 


++ 


3p-hydroxy-5a-pregnane-20-one- 
16a-methyl 


57 


53 


(+) 



Ces r6sultats d6montrent Pefficacit6 d'autres molecules d£rivees de la 
pregnenolone pour stimuler la polymerisation des microtubules induite par MAP2, 
ou la pousse neuritique. Pour celles qui n'ont pas de derives 3p-m6thyl, il est 
5 pr6visible que cette derivation maintiendra au moins leur activite. 

4 
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Revendications 



10 



15 



20 



1. Utilisation de la 3-methoxy pregnenolone on d'une molecule deriv6e de la 
pregnenolone portant une fonction 3-methoxy et incapable de se convertir en 
metabolites ou esters sulfate de pregnenolone pour la preparation d'un 
medicament destine k stimuler la polymerisation et/ou la stabilisation des 
microtubules pour traiter une lesion aigue ou chronique ou une maladie 
degenerative du systeme nerveux, ladite molecule presentant la formule I : 



b"R2 




CH3O 





R3 



dans laquelle : 




represente 



H 



ou 




Rl = -CO- ; -CH(OH)- ou -CH(0-COCH 3 )- 
R2 = HouCHCl 2 , 
R3 = H ou CH 3 , ou 
R2 et R3 forment ensemble un cycle : 
b .. b 



so 



ou 



2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que ladite maladie est 
choisie dans le groupe constitue de la maladie d' Alzheimer, la maladie de 
Parkinson, la perte de memoire induite par I'fige, la perte de memoire induite 
par la prise de substances, une lesion traumatique, une lesion cerebrale, une 
lesion de la moelle epinidre, en particulier une compression m6dullaire, 
Tischemie, la douleur, notamment la douleur n6vritique, la deg6nerescence 
nerveuse, et la sclerose en plaques. 
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3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que ledit 
medicament comprend egalement un excipient permettaat de formuler ladite 
molecule derivee de pregnenolone pour traverser la banidre hemato- 
enc6phalique. 

5 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 3, caract6ris6e en ce que ledit 
medicament se pr6sente sous forme injectable. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 3, caracteris6e en ce que ledit 
m6dicament se pr£sente sous forme permettant une prise orale. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 5, caract£ris6e en ce que ladite 
1 0 molecule est la 3-methoxy-PREG. 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 6, caracterisee en ce que ladite 
molecule est la 3p-methoxy-pregna-5-ene-20-one- 17a^chloromethyle. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit 
medicament comprend une quantite de 3-methoxy-pregnenolone ou de 

1 5 molecule derivee comprise entre 50 et 2500 mg. 

9. 3-methoxy-pregnenolone en tant que medicament 

10. Composition pharmaceutique, comprenant de la 3-m6thoxy-pr6gnenolone 
ou une molecule derivee de la pregnenolone portant une fonction 3-methoxy 
de formule generale I en tant que principe acti£ et un excipient 

20 pharmaceutiquement acceptable. 

11. Methode in vitro pour augmenter la stabilisation et/ou induire la 
polymerisation des microtubules dans une cellule comprenant Petape 
d'exposer ladite cellule a la presence de 3-methoxy-pregnenolone, k une 
concentration d'environ 0,5 k 50 jxmol. 

25 12. Methode in vitro pour augmenter la pousse des neurites dans une cellule 
comprenant Petape d'exposer ladite cellule h la presence de 3-methoxy- 
pregnenolone, &une concentration d'environ 0,5 h 50 jjmol. 
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Figure 1 
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Nombre de jours de culture 
Figure 3 
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Figure n° 4 
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Jours post-operatoires 



Figure 7 
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